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   Toll 様受容体(Toll-like receptor, TLR)は病原体構成成分をリガンドとして認識し、
細胞内シグナル伝達分子を活性化して炎症性遺伝子の発現を誘導する。TLR を介した自然免疫
応答の開始とそれに引き続く獲得免疫応答の惹起は感染微生物の排除に極めて重要である。
ヒトには 10 種類、マウスには 12 種類の TLR ファミリー分子が存在するが、それらは細胞膜
表面に発現してリポ多糖やリポタンパク質を認識するもの(細胞表面 TLR)と、細胞内のエンド






   reticulon ファミリーの分子は小胞体に局在する膜タンパク質であり、哺乳類では
reticulon 1から 4までの 4つの分子が同定されている。それらの機能については未知の点も
多いが、免疫受容体を含むレセプターやトランスポーターの輸送に関与することが報告され
ている。中枢神経系における軸索伸長を制御する因子として同定された reticulon 4 (Nogo)
には 3 つのアイソフォーム(Nogo-A, Nogo-B, Nogo-C)が存在する。Nogo は神経系だけでなく
マクロファージをはじめとする自然免疫細胞にも高発現しているが、免疫応答における機能
は明らかでない。ところが、当研究室が同定した抑制性免疫受容体である Paired 
immunoglobulin-like receptor B (PirB)が神経系において Nogo-A と結合すると報告された。
PirBは TLR9下流のシグナル経路を抑制することから、Nogoは PirBと同様に TLRシグナル経
路の制御因子であると考えられた。 
   本研究では、免疫応答における Nogo の機能を検討するため、Nogo と PirB を高発現す




   まず、骨髄細胞から in vitro で誘導したマクロファージを用いて、各 TLR 刺激に伴っ
て発現誘導される interleukin (IL)-6の産生、nuclear factor-B及び MAP kinaseの活性化
を指標として、TLR 経路における Nogo の関与を検討した。細胞表面 TLR に対する刺激の場合、
Nogo-A/B 欠損マクロファージは野生型細胞と同程度に応答した。しかし、TLR3、7、9 などの
核酸認識 TLR への刺激に対しては、Nogo-A/B 欠損マクロファージは著しい応答不全を示した。





は TLR3 リガンド投与によって誘導される血清中 IL-6 や IL-12 の濃度上昇が野生型マウスと
比較して有意に減弱していた。これらの結果から、in vitro及び in vivoにおいて Nogo-Bが
核酸刺激に伴う TLR応答を促進することが明らかになった。 
   当初、Nogo-Bは PirBとの結合を介して TLR応答を制御すると考えた。ところが、マク
ロファージの細胞溶解液を用いて免疫沈降実験を行った結果、予想と異なり Nogo-B と PirB
の結合は確認できなかった。すなわち神経系における Nogo-A と PirB の会合による軸索伸長
制御と異なり、免疫系では Nogo-B は PirB とは独立に TLR 応答を制御することが示唆された。 






て GFP 融合 TLR9 をマクロファージに発現させ、同時にエンドリソソームを染色することで両
者の共局在を観察した。その結果、Nogo-A/B欠損細胞では TLR9のエンドリソソームへの局在
が低下しており、同様の観察結果は内在性 TLR9 を抗体染色する実験からも確認された。つま
り Nogo-Bは TLR9のエンドリソソームへの輸送に必要であると示唆された。他の核酸認識 TLR
も TLR9 と類似した機構で局在制御を受けるとされるため、Nogo-A/B 欠損細胞で見られる
TLR3や TLR7経路の応答不全も同様に受容体の細胞内局在の異常によるものと考えられる。 
 これまでの報告から、Nogo-B は他の分子をエフェクターとして用いて TLR の輸送に関与す
ると推測した。そこで FLAG タグ融合 Nogo-B タンパク質をマクロファージ様細胞株に安定発
現させ、その細胞溶解液を抗 FLAG 抗体で免疫沈降し、質量分析による解析を行って Nogo-B




進し、過剰発現によって応答は抑制された。この結果から GRAMD4 は核酸認識 TLR 経路を負に
制御することが示唆された。また、野生型マクロファージにおける GRAMD4 のノックダウンに
よって核酸認識 TLR 応答が亢進したが、Nogo-A/B 欠損マクロファージでノックダウンした場
合、より顕著な応答の亢進が観察された。つまり野生型細胞では Nogo-B が GRAMD4 の抑制的
作用を阻害しているため GRAMD4 のノックダウンによる影響は部分的なものであった一方、
Nogo-A/B 欠損細胞では Nogo-B による阻害を受けない GRAMD4 が恒常的に核酸認識 TLR 経路を
抑制しているためノックダウンによって強い影響が現れたと考えられる。 
   続いて GRAMD4 が核酸認識 TLR 応答を制御する分子機構を検討した。その結果、小胞体
からゴルジ体への小胞輸送を制御する small GTPase である Rab1A が GRAMD4 と相互作用する
ことが見出された。Rab1Aが TLRの局在変化に関与するという報告はないが、GRAMD4が Rab1A








れた GRAMD4は Nogo-Bによる抑制を乗り越え、Rab1Aに結合して核酸認識 TLRの輸送を負に制
御するようになると考えられる。 

































る TLR 局在制御の分子メカニズムを解明すべく検討したところ、意外にも先述の Nogo
結合性免疫受容体とは独立の機構であるという結果を得た。Nogo が単独で TLR の局在
を調節するとは考えづらいという木村の意見により、Nogo のエフェクター分子を探索す
べく、Nogo 結合分子のプロテオミクス解析に取り組み、新たに GRAMD4 を同定した。
GRAMD4 の免疫応答における機能は全く不明であったが、細胞を用いた解析により、木
村は GRAMD4 が核酸認識 TLR 経路の抑制因子であることを明らかにした。本研究によ
って得られた知見を統合し、Nogo は GRAMD4 と会合してその抑制的作用の発現を阻害
するという独創的モデルを木村は提唱するに至った。 
 本研究で扱った Nogo と GRAMD4 による TLR 応答制御機構は全く新規の発見である
と同時に、感染防御や自己免疫疾患の病態理解等に大きく貢献することが期待できる。ま
た研究方針の立案、解析系の構築と実施、論文執筆は木村が主体的に行ったものである。
以上の研究過程と新規性のある研究結果は、木村が自立した研究活動の遂行に必要な高度
の研究能力と学識を有することを示している。したがって，木村が提出した論文は，博士
（生命科学）の博士論文として合格と認める。 
 
